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 RESUMEN 
 
Las especies son las unidades fundamentales en los estudios biológicos y pueden ser 
definidas en base a varios criterios operacionales. En el campo de la agricultura, es 
fundamental la rápida identificación de los insectos plagas presentes en los cultivos, sin 
embargo, estos insectos ocurren en diferentes estadios de desarrollo por lo que la 
determinación a nivel de especie por la taxonomía tradicional es lenta. Por consiguiente, 
se hace necesario el uso de técnicas que aceleren y complementen los enfoques de la 
taxonomía tradicional. En el presente estudio se construyó la primera biblioteca de 
código de barras de ADN para 66 especies de insectos fitófagos asociados al cultivo de 
quinua. Se analizaron un total de 4168 secuencias de la región mitocondrial COI para 
insectos colectados en los departamentos de Arequipa, Ayacucho, Cajamarca, Junín, y 
Puno, las cuales se registraron en la base de datos de BOLD. La eficacia de 
identificación se evaluó mediante tres métodos: Best match (BM), Best close match 
(BCM) y el criterio de BOLD (CB). Esta biblioteca incluye 22 nuevos registros de insectos 
fitófagos de la quinua, de entre estos, se tiene al lepidóptero de la familia Noctuidae 
Helicoverpa armígera, una plaga polífaga de importancia económica a nivel mundial y 
cuya regulación es catalogada como de suma prioridad por las principales agencias de 
control de plagas cuarentenarias.  
El resultado del análisis de los métodos de identificación mostró una tasa de éxito mayor 
al 99% para identificaciones correctas, porcentaje de éxito que muestra el poder 
discriminatorio del código de barras de ADN. Respaldado en los resultados de este 
estudio, la biblioteca de insectos fitófagos asociados a cultivos de quinua puede ser 
usada como base en la implementación de procedimientos rápidos y precisos para la 
identificación de insectos plagas de importancia agrícola y económica en este tipo de 
cultivos utilizando la herramienta del código de barras de ADN. 
Palabras clave: agroecosistemas, lepidoptera, insectos plagas, Helicoverpa, BOLD 
  
 
ABSTRACT 
 
Species are the fundamental units in biological studies and can be defined based on 
several operational criteria. In the field of agriculture, the rapid identification of insect 
pests present in crops is essential, however, these insects occur at different stages of 
development so that the determination at the species level by traditional taxonomy is 
slow. Therefore, it is necessary to use techniques that accelerate and complement 
traditional taxonomy approaches. With the present study, the first DNA barcode library 
was built for 66 species of phytophagous insects associated with the cultivation of 
quinoa. A total of 4168 sequences from the mitochondrial COI region were analysed for 
insects collected in the regions of Arequipa, Ayacucho, Cajamarca, Junín, and Puno, 
which were recorded in BOLD. The identification efficiency was evaluated by three 
methods: Best match (BM), Best close match (BCM) and BOLD criterion (CB). This 
library includes 22 new records of phytophagous insects of quinoa, among them, we 
have the lepidoptera of the Noctuidae family Helicoverpa armígera, a polyphagous pest 
of economic importance worldwide and whose regulation is listed as a top priority by the 
main agencies of quarantine pests control. 
The result of the analysis of the identification methods showed a success rate greater 
than 99% for correct identifications, percentage of success that shows the discriminatory 
power of the DNA barcode. Supported in the results of this study, the phytophagous 
insect library associated with quinoa crops can be used as a baseline in the 
implementation of fast and accurate procedures for the identification of pest insects of 
agricultural and economic importance by using the DNA barcode tool. 
Keywords: agroecosystems, lepidoptera, pests, Helicoverpa, BOLD
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I. INTRODUCCIÓN 
Los insectos son el grupo más grande y más diverso de organismos en la tierra, con 
más de 1 millón de especies descritas, cifra que representa cerca del 65 % de las 
especies del reino animal (Zhang, 2013a; Zhang, 2013b). Su diversidad biológica y 
riqueza de especies hacen a los insectos agentes claves en el funcionamiento de casi 
cualquier ecosistema terrestre (Kim, 1993; Scudder, 2017) pues participan activamente 
en procesos como el de la herbivoría, polinización, descomposición, y también en el 
control biológico de plagas en los agroecosistemas (Chowdhury et al., 2017; Heraty, 
2017; Scudder, 2017; Jankielsohn, 2018; Schowalter et al., 2018).  
Se estima que cerca del 50% de los insectos son herbívoros, y, de ellos, menos del 
0.5% del número total de las especies de insectos conocidas se consideran plagas; sin 
embargo, a pesar del bajo porcentaje, estas plagas son responsables de la pérdida del 
18% de la producción agrícola mundial anual (Jankielsohn, 2018). Para disminuir tales 
pérdidas, se intenta controlar las poblaciones de estos insectos mediante métodos 
biológicos o químicos, siendo este último el más ampliamente empleado con un monto 
estimado en gastos de más de 15 billones de dólares americanos en uso de insecticidas 
(Kew, 2017). Es muy difícil y menos efectivo combatir a los insectos plaga si no se sabe 
exactamente qué son, por lo tanto, la identificación adecuada es un paso crítico muy 
importante para implementar medidas efectivas de control (Yang et al., 2015). 
Para la identificación de especies, el ser humano se ha valido tradicionalmente de la 
taxonomía convencional basada principalmente en caracteres morfológicos de 
especímenes adultos, lo que demanda muchas horas y un arduo esfuerzo por parte del 
taxónomo y muy a menudo las identificaciones tardan demasiado o no es posible 
hacerlo con precisión (Ball y Armstrong, 2006; Riedel et al., 2013; Sethusa et al., 2014), 
por lo que se hace necesario el uso de otros enfoques integrativos que complementen 
y/o aceleren la adecuada identificación taxonómica (Okiwelu y Noutcha, 2014). En este 
sentido, un apoyo fundamental han sido las herramientas moleculares, entre las que se 
destaca el desarrollo del código de barras de ADN, técnica que, para el caso de 
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animales, utiliza fragmentos cortos de regiones específicas y estandarizadas del gen 
mitocondrial Citocromo c Oxidasa I (COI) (Hebert et al., 2003a; Hebert et al., 2003b). 
Como tal, se ha conformado el Consortium for the Barcode of Life (CBOL) que es una 
iniciativa internacional dedicada al desarrollo de códigos de barras de ADN como un 
estándar global para la identificación de especies biológicas. CBOL tiene más de 130 
organizaciones miembros correspondientes a más de 40 países, y Perú, siendo uno de 
los países con mayor biodiversidad a nivel mundial, también es integrante de este 
consorcio; es así que la iniciativa del Peruvian Barcode of Life (PEBOL) está 
construyendo una biblioteca de códigos de barras de ADN para la flora y fauna peruana. 
Existen muchos estudios que usan el código de barras de ADN orientados 
principalmente a grupos de insectos de importancia evolutiva, médica, forense, y 
agrícola, respaldando su utilidad en la identificación confiable y rápida de las especies 
de insectos (Ball y Armstrong, 2006; Chown et al., 2008; Nagoshi et al., 2011; Blacket 
et al., 2012; Khamis et al., 2012; Shin et al., 2014; Karthika et al., 2016; Mitchel y 
Gopurenko, 2016); sin embargo, esta técnica basada en códigos de barras de ADN, 
requiere de una biblioteca molecular muy bien curada (con especies muy bien 
identificadas) que sirva de referencia para comparar los resultados del análisis ya que 
no siempre esta técnica puede detectar diferencias entre especies, lo que puede llevar 
a resultados controversiales (Brower, 2006; Kwong et al., 2012; Taylor y Harris, 2012; 
Kvist, 2013). 
En el Perú, uno de los cultivos de gran importancia alimenticia es la quinua, dicho cultivo 
presenta un gran número de plagas que necesitan ser determinadas para un adecuado 
control. En tal sentido, en este estudio se propone construir una referencia digital de 
códigos de barras de ADN de los insectos que afectan a este cultivo y evaluar la 
confiabilidad de dicha técnica como un método de identificación rápida.  
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II. MARCO TEÓRICO 
2.1. TÉCNICA DE CÓDIGO DE BARRAS DE ADN E IDENTIFICACIÓN DE 
ESPECIES 
Miles de especies de artrópodos atacan directamente plantas económicamente 
importantes o transmiten enfermedades virales y bacterianas, imponiendo costos 
masivos a la agricultura y la silvicultura. Por ejemplo, la polilla Plutella xylostella 
Linnaeus 1758, ampliamente distribuida, cada año causa daños a los cultivos por un 
valor aproximado de 4 a 5 billones de dólares americanos (Zalucki et al., 2012). Las 
pérdidas económicas debidas a los artrópodos aumentan a medida que las nuevas 
especies adquieren el estatus de plaga, a menudo después de expansiones de rango 
mediadas por el hombre que, en ausencia de enemigos naturales (Liebhold et al., 2013), 
pueden conducir a explosiones de población que mueven a una especie que en su rango 
nativo no es una plaga a que si lo sea en áreas recién colonizadas (Aukema et al., 2011). 
El número de especies exóticas sigue aumentando y los artrópodos representan el 
componente dominante de este tráfico transfronterizo, por ejemplo, en Europa, según lo 
documentado por la Agencia Europea de Medio Ambiente (www.eea.europa.eu). Cinco 
bases de datos principales se encargan de rastrear a las plagas de artrópodos y 
vectores de enfermedades más importantes de la agricultura y la silvicultura; estas 
bases son mantenidas por la Agencia Canadiense de Inspección de Alimentos (CFIA), 
la Organización Europea y Mediterránea de Protección de Plantas (EPPO), la Base de 
Datos Mundial de Especies Invasoras (GISD), el Sistema Nacional de Información de 
Plagas Agrícolas (NAPIS), y el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos - 
Servicio de Inspección de Sanidad Animal y Vegetal (USDA-APHIS). Estas bases de 
datos, que incluyen plagas de plantas reguladas, invasoras y económicamente 
importantes con un enfoque en especies importantes en Europa y América del Norte, se 
han utilizado para compilar listas de plagas unificadas (Frewin et al., 2013). De todas las 
especies de plagas de artrópodos en las cinco bases de datos, 476 especies pertenecen 
a siete órdenes de insectos (Coleoptera, Diptera, Hemiptera, Hymenoptera, 
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Lepidoptera, Orthoptera, Thysanoptera), sin embargo, sólo algunas de estas especies 
se encuentran registradas en el Barcode of Life Data Systems (BOLD) (Ratnasingham 
y Hebert, 2007) (Tabla 1). Las dificultades taxonómicas pueden restringir la regulación 
de los insectos plagas, pues algunas de las entradas en estas listas solo se identifican 
a nivel de género, mientras que algunas otras con una designación de especie son un 
complejo de especies (Mally et al., 2015). Estas complejidades taxonómicas han 
provocado un interés creciente en la adopción de enfoques basados en el ADN para el 
reconocimiento de especies, creando desafíos interesantes para los enfoques 
tradicionales de cumplimiento normativo (Jörger y Schrödl, 2013). 
Tabla 1: Registro de especies de insectos plagas reguladas en BOLD, Barcode of Life 
Data Systems (Acceso: 20 de abril de 2017).  
 
 
 
ORDEN 
Especies 
Plagas 
Especies con 
secuencias en 
BOLD (Con 
único 
registro) 
Especies 
con único 
BIN 
Especies 
con más de 
un BIN 
Especies sin 
BIN 
Coleoptera 182 130 (7) 77 44 9 
Diptera 48 44 23 20 1 
Hemiptera 76 53 (6) 26 20 7 
Hymenoptera 31 26 (2) 8 16 2 
Lepidoptera 121 111(7) 71 39 1 
Orthoptera 4 2 0 2 0 
Thysanoptera 14 11 2 9 0 
Total 476 377 (22) 207 150 20 
 
2.1.1. EFICACIA DEL CÓDIGO DE BARRAS DE ADN EN LA IDENTIFICACIÓN DE 
INSECTOS PLAGAS 
La eficacia del código de barras de ADN para la identificación de especímenes y el 
descubrimiento de especies ha estimulado un programa de investigación internacional 
que ha generado una biblioteca de referencia de códigos de barras para más de 283 mil 
especies de animales, hongos y plantas descritas, datos que residen en BOLD 
(Ratnasingham y Hebert, 2007). Cada uno de los 5 millones de registros de animales en 
BOLD se ha asignado a un BIN, Barcode Index Number (Ratnasingham y Hebert, 2013), 
BIN: Barcode Index Number 
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de los 446 340 BIN registrados la gran mayoría corresponden predominantemente a 
insectos (343 471 BIN) (consultado el 10 de noviembre de 2018). Dado que los BIN 
muestran una gran congruencia con las especies designadas a través de estudios 
morfológicos pasados, se pueden ver como representantes de las especies (Telfer et al. 
2015) para facilitar la evaluación de patrones de biodiversidad a gran escala (Blagoev 
et al., 2016) y la detección de complejos de especies crípticas (Kekkonen y Hebert, 
2014; Ashfaq et al., 2015). El uso de datos de códigos de barras de ADN para identificar 
especies (Rakauskas y Basilova, 2013) requiere que las especies en cuestión estén 
representadas en la biblioteca de referencia de códigos de barras (Ekrem et al., 2007). 
El código de barras del ADN tiene un sólido historial en la entrega de identificaciones a 
nivel de especie para los cinco órdenes de insectos (Coleoptera, Diptera, Hemiptera, 
Lepidoptera, Thysanoptera) con la mayoría de las especies de plagas: Por ejemplo, más 
del 92% de las especies de escarabajos europeos se asignaron a un BIN distinto que 
coincidió con una especie morfológica conocida, mientras que la mayoría de las otras 
especies se asignaron a dos o tres BIN, lo que sugiere que representan complejos de 
especies crípticas (Hendrich et al., 2015). El trabajo en Diptera ha validado de manera 
similar la efectividad del código de barras de ADN para la identificación de especies en 
este orden, incluidas algunas de las plagas agrícolas más importantes, como las moscas 
de la fruta (Virgilio et al., 2012) y los minadores de hojas (Amin et al., 2014). Otro estudio 
que examinó 1849 especies de hemípteros canadienses asignó estas especies a 1867 
BIN con una alta correspondencia entre las especies y los BIN, pero también reveló 27 
especies con altas divergencias sugestivas de complejos de especies crípticas 
(Gwiazdowski et al., 2015). Los lepidópteros, el orden más estudiado, están 
representados por más de 113 000 BIN en BOLD. El trabajo en este grupo ha 
demostrado la eficacia del código de barras de ADN en la identificación de especies 
conocidas y en la revelación de complejos de especies crípticas (Burns et al., 2008; 
Wilson et al., 2013; Huemer et al., 2014; Dinca et al., 2015). También ha demostrado 
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que existe una variación geográfica muy limitada en las secuencias de códigos de barras 
en las poblaciones de la mayoría de las especies, por lo que el aumento de la escala 
geográfica no reduce el éxito de la identificación de las especies (Candek y Kuntner, 
2015). Sin embargo, en ciertos grupos, como los escarabajos de la tribu Agabini 
(Bergsten et al., 2012), la correlación entre las distancias genéticas y geográficas es lo 
suficientemente fuerte como para impactar el éxito de la identificación de especies, a 
menos que el muestreo de cada especie sea bastante completo. Los estudios sobre 
lepidópteros han demostrado además la forma en que el código de barras del ADN 
puede desafiar los límites taxonómicos actuales, puede cambiar la comprensión de las 
distribuciones (Rougerie et al., 2014) y puede exponer el uso inconsistente de nombres 
de especies (Mutanen et al., 2012). Finalmente, el trabajo en Lepidoptera ha confirmado 
que los BIN son un fuerte sustituto de las especies. Por ejemplo, el 93% de 215 especies 
de polillas europeas de la familia Geometridae mostraron una correspondencia perfecta 
entre BIN y especies conocidas (Hausmann et al., 2013). 
Una búsqueda en BOLD (20 de abril de 2017) reveló una cobertura de secuencia para 
el 79% (377 de 476) de las especies de insectos plagas reguladas (Tabla 1). La 
cobertura para las especies de Lepidoptera (91.7%) y Diptera (91.6%) fue mayor que la 
de Coleoptera (71.4%) y Hemiptera (69.7%). Todas menos 20 de estas 377 especies 
poseían al menos una secuencia que cumple con el código de barras (> 500 pb, <1% 
de bases ambiguas, sin codón de parada o contaminación) y el 39.78% (150 de 377) de 
las especies mostraron al menos una división de BIN, lo que sugiere que representan 
un complejo de especies. Sin embargo, no se puede descartar la posibilidad de que 
algunos de estos casos reflejen identificaciones erróneas o introgresión (Harrison y 
Larson, 2014) sin un estudio detallado caso por caso. 
El código de barras del ADN algunas veces falla al distinguir especies muy cercanas, 
por ejemplo, no logró separar algunas especies congéneras de plagas importantes, 
como las moscas de la fruta Bactrocera occipitalis Bezzi, 1919 y B. philippinensis 
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(Delomen et al., 2013). Otro estudio que examinó 193 especies de tefritidos no logró 
discriminar seis especies en el complejo de Bactrocera dorsalis (Jiang et al., 2014). Esta 
discrepancia entre las asignaciones taxonómicas y los resultados del análisis por 
códigos de barras ADN provocó una reevaluación de su taxonomía, donde Bactrocera 
invadens y B. papaya fueron sinonimizados con B. dorsalis (Schutze et al., 2015). Hay 
muchos otros casos en los que se han asignado especies de plagas en diferentes 
plantas a especies separadas cuando probablemente representan solo un taxón. Por 
ejemplo, las poblaciones de la "cochinilla del mango" en los árboles de mango en 
Pakistán se identificaron como Drosicha mangiferae Stebbing 1903 (Latif, 1949), 
mientras que las de los árboles forestales se asignaron a D. stebbingi (Gul et al., 1997). 
Un estudio de código de barras (Ashfaq et al., 2011), apoyado por los resultados de 
otras tres regiones genéticas, no reveló ninguna divergencia genética entre las 
cochinillas en el mango y otros seis árboles frutales y forestales, respaldando una 
sugerencia anterior de su sinonimia (Latif, 1949). 
2.1.2. IMPLICACIONES EN LA APLICACIÓN DEL CÓDIGO DE BARRAS DE ADN EN 
LA IDENTIFICACIÓN DE INSECTOS 
Las especies crípticas tienen implicaciones importantes para los estudios taxonómicos, 
evolutivos y de biodiversidad, pero su presencia en taxones de plagas también tiene 
implicaciones económicas y reguladoras (Piffaretti et al., 2013; Rebijith et al., 2014). 
Varios estudios han considerado el impacto de las especies crípticas en el manejo de 
plagas, estrategias de monitoreo biológico, la detección de especies invasoras e 
inspecciones de cuarentena (Frewin et al., 2014; Ovalle et al., 2014; Derocles et al., 
2015; Blacket et al., 2015; Kang et al., 2015; Li et al., 2015). Las implicaciones más 
resaltantes del código de barras de ADN se relacionan con su capacidad para 
discriminar a los miembros de complejos de especies crípticas (Robe et al., 2013). 
Los sistemas que emplean coincidencias de secuencia para identificar especímenes ya 
son una realidad (MacLeod et al. 2010), lo que permite la detección automatizada de 
especies reguladas (Lammers et al., 2014). Por ejemplo, la mosca minadora de las hojas 
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Liriomyza langei Frick 1951 originaria de California, es morfológicamente indistinguible 
de la invasora L. huidobrensis. Sin embargo, las dos especies son fácilmente 
discriminadas por códigos de barras de ADN, un factor que permitió el análisis de sus 
distribuciones (Scheffer et al., 2014). De manera similar, las larvas de Camptomyia 
corticalis Loew 1851 y C. heterobia, que causan daños severos en la producción de 
hongos shiitake, se separan fácilmente por su divergencia genética de 10,3% (Shin et 
al., 2013). Los áfidos son plagas importantes a nivel mundial y principales vectores de 
muchas enfermedades de las plantas, pero son difíciles de identificar porque la mayoría 
de las más de 3000 especies en esta familia poseen una sorprendente plasticidad 
fenotípica y diversidad de vida. El código de barras del ADN ha demostrado ser una 
herramienta efectiva para la discriminación de especies porque la distancia 
intraespecífica es baja en la mayoría de las especies, con un promedio de solo 0.2%, 
mientras que las distancias congénericas son altas (Foottit et al., 2008). Sin embargo, 
algunas especies, como Neomyzus circumflexus Buckton 1876, tienen divergencias 
más altas (> 3%), lo que sugiere que representan un complejo de especies cripticas. 
Las polillas Tussock (Lepidoptera: Lymantriidae) son plagas en todo el mundo que han 
sido bien estudiadas taxonómicamente. No obstante, los estudios de códigos de barras 
de ADN revelaron divergencias intraespecíficas profundas en Lymantria dispar 
Bandermann 1924 (3.1%), L. mathura (4.7%) y L. sinica (2.9%) que sugieren la 
existencia de especies diferentes que son pasadas por alto. Igualmente, los resultados 
del código de barras del ADN generalmente son congruentes con aquellos derivados 
por estudios morfológicos tradicionales al identificar las mismas especies de trips (Qiao 
et al., 2012). 
El código de barras del ADN también está adquiriendo una amplia aplicación en los 
programas de manejo integrado de plagas (MIP) (Etzler et al., 2014) y de monitoreo 
biológico (Jones et al., 2013) como el método estándar para la identificación de especies 
al "comparar el desconocido con el conocido" (Armstrong, 2010). Esto se evidencia por 
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el desarrollo de kits basados en códigos de barras de ADN para la identificación de 
plagas cuarentenarias (Ye et al., 2015). El MIP requiere la identificación correcta de las 
especies objetivo y el monitoreo de su efectividad a menudo involucra a diversas partes 
interesadas, incluidos agricultores, técnicos de plagas de cultivos y agentes de 
cuarentena. Siempre que los especímenes de "consulta" muestren una similitud de 
secuencia cercana a las especies en la biblioteca de referencia, las identificaciones 
basadas en el emparejamiento son efectivas (Hebert et al., 2003b). Aunque la mayoría 
de las especies morfológicas muestran congruencia con los BIN (Tabla 1), las 
discordancias entre las especies morfológicamente reconocidas y los grupos genéticos 
discriminados por la técnica del código de barras de ADN no son infrecuentes. Estas 
discrepancias complican la identificación de sus taxones componentes con 
implicaciones para la regulación y el manejo de plagas. Por ejemplo, ahora se sabe que 
la mosca blanca, Bemisia tabaci Gennadius 1889, es un complejo de al menos 34 
especies (Lee et al., 2013) que difieren en su capacidad de invasión (De Barro y Ahmed, 
2011), su capacidad para transmitir patógenos de plantas (Chowda- Reddy et al., 2012), 
y su estado de plaga regional (Ashfaq et al., 2014). Del mismo modo, dos plagas de 
insectos trips (Thysanoptera), Scirtothrips dorsalis Hood 1919 y Thrips tabaci Lindeman 
1888, son complejos de especies cuyos miembros varían en su capacidad de invasión 
y transmisión viral (Dickey et al., 2015). De manera similar, el gorgojo de la raíz 
(Coleoptera), Diaprepes abbreviatus Linnaeus 1758, es un complejo de especies 
(Ascunce et al., 2008) con 13 BIN que muestran diferentes distribuciones geográficas. 
Esfuerzos por regular tales complejos de especies como una sola entidad no son 
apropiados porque puede complicar el cumplimiento regulatorio y comprometer los 
esfuerzos de control y gestión al plantear inquietudes cuando las especies no invasoras 
o que no son vectores se tratan como plagas. Aunque muchas especies de plagas 
reglamentadas con registros de códigos de barras están asignadas a un solo BIN, más 
de un tercio en BOLD muestra una división de BIN (Tabla 1). Por ejemplo, entre los 
lepidópteros, Leucinodes orbonalis Guenée 1854, una plaga cuarentenaria, está 
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representada por seis BIN, con diversos orígenes geográficos. Los movimientos 
transfronterizos de las especies representados por muchos BINs aumentan las 
complejidades que a menudo crearán ambigüedad en las comparaciones de especies 
que requieren revisiones de las regulaciones de cuarentena. A la inversa, hay casos en 
que diferentes especies carecen de divergencias en los códigos de barras ADN, lo que 
evita su discriminación. El caso más dramático involucra a 20 especies en el género de 
la mosca de la fruta Bactrocera que comparten el mismo BIN. Si bien algunos de estos 
taxones han sido sinonimizados recientemente (Schutze et al., 2015) y otros casos 
pueden reflejar identificaciones erróneas, es probable que otros casos reflejen especies 
estrechamente relacionadas que se hibridan entre ellas. Tales casos requieren una 
investigación más detallada para determinar si otros marcadores genéticos permiten su 
discriminación o revelan que en realidad son sinónimos. 
Dado que el código de barras del ADN identifica de manera confiable tanto a adultos 
como a estadios inmaduros (Shin et al., 2013) y puede diferenciar plagas introducidas y 
nativas (Chown et al., 2008), se ha utilizado para ayudar a manejar complejos de 
especies en sistemas agrícolas (Frewin et al. 2014). Tales aplicaciones son importantes 
puesto que la resistencia a los insecticidas puede variar entre especies estrechamente 
relacionadas, e incluso entre genotipos de la misma especie (van Toor et al., 2008). Por 
ejemplo, dos moscas blancas crípticas en el complejo B. tabaci, Mediterráneo y Medio 
Oriente-Asia Menor 1 (MEAM1), difieren en su susceptibilidad a los insecticidas. Un 
estudio sobre la respuesta de poblaciones mixtas de estas especies mostró que las 
especies mediterráneas prevalecen bajo el manejo basado en insecticidas, pero son 
desplazadas por MEAM1 bajo control biológico (Frewin et al., 2014). 
El control biológico se considera en general como la estrategia óptima de manejo de 
plagas, pero la identificación incorrecta de la especie de plaga o su agente de control 
debido a la diversidad críptica puede conducir a resultados impredecibles (Van Lenteren 
et al., 2003). Debido a su capacidad para determinar las asociaciones huésped-
 11 
 
parasitoide (Erlandson et al., 2003), el código de barras de ADN se ha empleado para 
obtener una comprensión más profunda del control biológico utilizando enemigos 
naturales. Por ejemplo, Davis et al. (2011) diferenciaron los estadios inmaduros del 
escarabajo Laricobius rubidus LeConte 1861, un agente nativo de control biológico de 
Adelges tsugae Annand 1924 (Hemiptera), de L. nigrinus, especie introducida desde 
Japón, mientras que Derocles et al. (2015) examinaron las interacciones entre un 
minador de hojas y sus parasitoides para avanzar en el control biológico. Varios estudios 
han revelado una diversidad inesperada e interacciones vinculadas a la diversidad 
críptica. Los resultados del control biológico ganan rápidamente imprevisibilidad 
(Roderick et al., 2012) cuando tanto el agente de control como el objetivo son complejos 
de especies crípticas, como, por ejemplo, en el caso de la avispa parasitoide 
Trichogramma japonicum Ashmead 1904 (3 BINs), que es empleada como agente de 
control para el lepidóptero, Leucinodes orbonalis Guenée, 1854 (6 BINs). 
Las expansiones en el rango geográfico de las plagas de insectos a menudo requieren 
una respuesta rápida (Adrion et al., 2014), y el código de barras del ADN puede 
proporcionar información más allá de las obtenidas a través del análisis morfológico. Por 
ejemplo, además de permitir la detección temprana de especies invasoras (Onah et al., 
2015), el código de barras del ADN puede revelar las regiones de origen (Bellis et al., 
2015) y los patrones de introducción (Blacket et al., 2015). El equipo de Nagoshi (2011) 
lo usaron para monitorear las introducciones de las especies invasoras de los 
lepidópteros, Spodoptera litura Fabricius 1775 y S. littoralis, en Florida, mientras que 
Wei et al. (2010) y Tyagi et al. (2015) detectaron las primeras invasiones de Echinothrips 
americanus Morgan 1913 y Thrips parvispinus Karny 1922 en China e India, 
respectivamente. De manera similar, el código de barras del ADN diferenció a 
Helicoverpa armigera Hubner 1808 de H. zea (Boddie, 1850), la especie nativa, 
revelando la propagación de H. armigera después de su introducción en Brasil 
(Mastrangelo et al., 2014). Más recientemente, el código de barras del ADN llevó al 
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reconocimiento del escarabajo Agrilus ribesi Schaefer 1946, cuya introducción en 
América del Norte se había pasado por alto durante un siglo (Jendek et al., 2015). Esta 
técnica también se ha utilizado para detectar moscas de la fruta tefrítidas que son 
especies invasoras en Nigeria (Onah et al., 2015), el hemíptero Halyomorpha halys Stal 
1855 en Europa (Cesari et al., 2015), y el insecto del algodón Oxycarenus hyalinipennis 
Costa 1843 en Florida (Nagoshi et al., 2012). Basado en la efectividad de esta técnica 
en la identificación de especies, se inició el proyecto Código de barras de cuarentena 
de la vida (www.qbol.org) que ha trabajado para establecer el código de barras del ADN 
como la tecnología central para la identificación de organismos de cuarentena en apoyo 
de la salud de las plantas, y para lograr su aceptación por parte de los reguladores de 
plagas (Van de Vossenberg et al., 2013).  
Dado que el código de barras del ADN cumple con los estándares mínimos establecidos 
en los Estándares Internacionales para Medidas Fitosanitarias (Floyd et al., 2010), se 
ha validado para su uso en ciencias reglamentarias y se posiciona para su adopción 
como la herramienta de diagnóstico preferida para las especies para cuarentena y 
regulación (Jones et al., 2013). Sin embargo, la incorporación de esta tecnología en los 
flujos de trabajo de rutina de las agencias reguladoras aún está en desarrollo. Por lo 
tanto, existe una necesidad particular de desarrollar conjuntos de datos de referencia 
bien parametrizados sobre especies de plagas importantes para los países de origen. 
Debido a que casi el 75% de todos los BIN en BOLD, en general, se derivan de América 
del Norte y Europa, con una cobertura relativamente baja para las regiones que albergan 
muchas plagas mundiales potencialmente importantes, hay una necesidad de esfuerzos 
agresivos para una mayor parametrización de la biblioteca de referencia de códigos de 
barras. Sin embargo, incluso antes de que se complete esta tarea, el análisis del código 
de barras del ADN hace posible señalar la detección de cualquier especie recientemente 
encontrada, lo que proporciona un estímulo para su investigación adicional. 
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2.2. QUINUA: SUPER ALIMENTO PARA EL MUNDO 
Chenopodium quinoa Willd (Caryophyllales: Amaranthaceae),”quinua”, es un 
pseudocereal nativo de la región andina de Sudamérica que ha sido cultivado por más 
de 7 mil años  en Perú, Bolivia y Ecuador  en un amplio rango geográfico que va desde 
el nivel del mar hasta cerca de 4000 msnm (Small, 2013), en latitudes que comprenden 
principalmente los Andes desde los 20º N en Colombia hasta los 40º S en Chile, con 
una reciente introducción a Norte América, Europa, Asia y África (Caballero et al., 2003; 
Bhargava et al., 2006; Matiacevich et al., 2006; Jancurova et al., 2009; Bhargava y 
Srivastava, 2013; Saravia et al., 2014; Tuisima y Fernandez, 2014; González et al., 
2015; Iqbal, 2015). 
Por el aporte en calidad proteica y de ácidos grasos esenciales contenidos en sus 
granos, la quinua ha sido declarada como alimento fundamental y de gran importancia 
para mantener la seguridad alimenticia mundial (Jacobsen, 2003; Jacobsen et al., 2003; 
Ogungbenle, 2003; Repo-Carrasco et al., 2003; Konishi et al., 2004; FAO, 2011; 
Bioversity International et al., 2013; Maradini et al., 2015). El Perú, desde el 2014 es 
líder de la producción de quinua en el mundo; solo en el 2016, la producción bordeó las 
79.263 mil toneladas que representó el 53.3% del volumen de ese grano andino, seguido 
por Bolivia y Ecuador que contribuyeron con el 44% y 2.7%, respectivamente. En cuanto 
a producción nacional, en el 2016 fue Puno con 35.166 mil toneladas de producción 
(44.4% de la producción nacional), luego vinieron Ayacucho (21%), Apurímac (8.1%), 
Arequipa (7.8%), Cusco (5%) y Junín (4.8%). Del mismo modo, nuestro país sigue 
siendo el principal exportador mundial de quinua (47.3% del volumen total exportado el 
2016), seguido por Bolivia (31.4%), Estados Unidos de América (5.6%) y los Países 
Bajos (3.6%) (Gestión, 2017). 
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2.2.1. PLAGAS DE LA QUINUA 
Es difícil saber el número exacto de especies de insectos que atacan a la quinua en su 
estado vegetativo, pero se estima que cerca de 80 especies de insectos pertenecientes 
a seis ordenes (Coleoptera, Diptera, Hemiptera, Lepidoptera, Orthoptera, y 
Thysanoptera) se encuentran alimentándose de este cultivo (Yabar et al., 2002; 
Rasmussen et al., 2003; Saravia et al., 2014; Gandarillas et al., 2015; Cruces et al., 
2016). Los grupos más numerosos lo conforman Lepidoptera y Hemiptera con 28 y 18 
taxones respectivamente a nivel de especie, mientras que los menos numerosos son 
Coleoptera, Orthoptera, Diptera, y Thysanoptera con nueve, cuatro, tres, y dos especies 
de insectos respectivamente (Cruces et al., 2016). 
Entre las principales especies de insectos plagas dentro de Lepidoptera, se destacan 
los géneros Agrotis, Copitarsia, Eurysacca, Helicoverpa, y Spodoptera. Dentro de estos, 
se tiene a las polillas de la quinua Eurysacca melanocampta Meyrick, 1917 y Eurysacca 
quinoae Polovny, 1997 como las plagas más fuertes en cultivos del altiplano y valles 
interandinos de Bolivia y Perú (Saravia et al., 2014; Gandarillas et al., 2015; Cruces et 
al., 2016). Mientras que las polillas noctuidas Helicoverpa zea Boddie, 1850 y 
Spodoptera frugiperda J. E. Smith, 1797 pueden encontrarse en cultivos de costa, valles 
interandinos y el altiplano (Cruces et al., 2016). 
Los principales hemípteros que ocurren en cultivo de la quinua pertenecen a los géneros 
Liorhyssus, Nysius, Dagbertus, Macrosiphum, y Myzus, que están presentes 
principalmente en la etapa de llenado de grano, etapa en la que cualquier método de 
control químico puede dejar residuos en el producto de cosecha (Cruces et al., 2016). 
En Cruces et al. (2016) se cita a especies de coleópteros pertenecientes a los géneros 
Diabrotica, Epicauta, Epitrix, y los considera como defoliadores de hojas en casi toda la 
etapa vegetativa de la planta. 
En Diptera, se tienen a Liriomyza huidobrensis Blanchard, 1926 y Prodiplosis longifila 
Gagné, 1986 como los dípteros de mayor importancia fitosanitaria reportados para el 
cultivo de quinua, siendo los estadios larvarios los causantes de los daños a las plantas. 
 15 
 
Las larvas de L. huidobrensis se alimentan de la savia de las hojas haciendo túneles 
debajo de la epidermis de dichas hojas lo que impide la normal fotosíntesis; mientras 
que P. longifila, es reportada para cultivos en la costa en donde sus estadios larvarios 
se alimentan raspando la epidermis de los brotes lo que causa deformaciones de las 
plantas impidiendo su normal crecimiento y desarrollo (Cruces et al., 2016). 
En cuanto a ortópteros, se menciona a Gryllus assimilis Fabricius, 1775 como la especie 
principal que puede encontrarse en las primeras etapas vegetativas del cultivo. Mientras 
que los tisanópteros del género Frankliniella suelen encontrarse alimentándose en el 
envés de las hojas de plántulas tiernas (Cruces et al., 2016). 
Muchas especies plagas de la quinua son consideradas polífagas, es decir que, pueden 
alimentarse de otras plantas y, por lo tanto, sus distribuciones geográficas pueden ser 
muy grandes. Tales distribuciones aunado al gran daño que pueden causar en los 
cultivos que atacan, han puesto a 9 de las 64 especies de insectos reportadas para el 
cultivo de quinua dentro de las cinco bases de datos de especies que requieren control. 
2.2.2. INTEGRACIÓN DE LOS INSECTOS DE LA QUINUA EN BOLD 
En cuanto a los avances en integración de las especies de insectos fitófagos presentes 
en el cultivo de quinua en BOLD, una revisión en dicha base de datos reveló una 
cobertura únicamente para el 48.4% (Tabla 2) de los insectos reportados a nivel de 
especie en Cruces et al. 2016. Esta baja cobertura implicaría que solo 31 especies de 
las plagas registradas para la quinua, podrían ser determinadas con precisión mediante 
el análisis por código de barras de ADN; mientras que el resto de especies tendría que 
ser determinado mediante taxonomía tradicional que de por sí, es un procedimiento muy 
lento y cuyo enfoque requiere de herramientas complementarias y rápidas.  
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Tabla 2: Registro de especies de insectos plagas de quinua según BOLD, Barcode of 
Life Data Systems (Acceso: 22 de abril de 2017).  
 
 
Orden 
Especies 
Plagas 
Especies con 
secuencias en 
BOLD 
Especies con 
único BIN 
Especies con 
más de un 
BIN 
Coleoptera 9 1 1 0 
Diptera 3 1 1 0 
Hemiptera 18 7 6 1 
Lepidoptera 28 20 14 6 
Orthoptera 4 2 2 0 
Thysanoptera 2 0 0 0 
Total 64 31 24 7 
 
El uso de bibliotecas de referencia de códigos de barras de ADN podría facilitar y agilizar 
las identificaciones de los insectos plagas de importancia fitosanitaria, lo que llevaría a 
adecuadas implementaciones en las medidas de control de las poblaciones de insectos 
de interés regulatorio. Como tal, la relativa poca cobertura de las especies de insectos 
plagas de la quinua en BOLD hace evidente la necesidad de desarrollar esfuerzos en 
proyectos que ayuden y contribuyan a reducir el vacío que existe para las especies de 
insectos no presentes en BOLD. Como tal, el presente estudio pretende mediante 
colecciones directas en campo, revisión de material de colección y uso de la información 
ya existente en BOLD, elaborar una biblioteca de códigos de barras de ADN para las 
especies de insectos fitófagos de importancia fitosanitaria presentes en el cultivo de 
quinua. 
 
III. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
3.1. HIPÓTESIS  
La técnica del código de barras de ADN es una herramienta efectiva y confiable 
para identificar las especies de insectos fitófagos de quinua. 
 
 
BIN: Barcode Index Number 
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3.2. OBJETIVOS 
3.2.1. OBJETIVO GENERAL  
● Determinar la aplicabilidad de la técnica del código de barras de ADN en 
la identificación de especies de insectos fitófagos del cultivo de 
Chenopodium quinoa en Perú. 
3.2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
● Elaborar una biblioteca de código de barras de insectos fitófagos 
asociados al cultivo de C. quinoa. 
● Evaluar el uso de la biblioteca de código de barras de ADN de los insectos 
fitófagos de C. quinoa en la identificación rápida de especímenes. 
 
IV. MATERIALES Y MÉTODOS 
4.1. MÉTODOS DE CAMPO 
4.1.1. ÁREA DE ESTUDIO 
Se eligieron cultivos de quinua ubicados en cinco departamentos (Fig. 1) siguiendo dos 
criterios: 
• Zona de mayor producción – los departamentos con mayor producción en el 
país son Puno, Arequipa, Ayacucho, y Junín. 
• Facilidad de acceso a los mismos – los lugares en donde se cultiva la quinua 
generalmente están alejados de las ciudades y la movilidad es restringida. 
Las localidades escogidas se describen a continuación: 
Cajamarca: Se establecieron tres lugares de muestreo dentro de la provincia de 
Cajamarca, dos de ellos se ubicaron en el centro poblado de Acshupata (Fig. 1), distrito 
de Magdalena, 7° 13' 1.03" S, 78° 34' 32.68" O y 7° 12' 32.64" S, 78° 33' 56.82" O; y a 
una altitud de 3437 m.s.n.m. y 3489 m.s.n.m., respectivamente; mientras que el tercer 
lugar de muestreo estuvo ubicado en el centro poblado de Llullapuquio (Fig. 1, 
cuadrado), distrito de Chetilla, 7° 7' 14.51" S, 78° 40' 18.78" O, a una altitud de 3055 
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m.s.n.m. El acceso a estos lugares se realizó con movilidad proporcionada por la 
Dirección Regional de Agricultura de Cajamarca.  
      
 
 
 
 
  
Figura 1: Mapa de las localidades de muestreo de insectos asociados a cultivos 
de quinua. Las formas geométricas, según la leyenda, indican los distritos en 
donde se ubican los lugares de colecta: Pilcomayo en Junín, Magdalena y 
Chetilla en Cajamarca, Majes en Arequipa, Acocro en Ayacucho, Cabana en 
Puno. 
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Junín: Aquí se consideró solo un lugar de muestreo (Fig. 1), el cual se ubicó en el centro 
poblado de Patarcocha, distrito de Pilcomayo, provincia de Huancayo, 12° 2' 31.16" S, 
75° 15' 35.67" O, a una altitud de 3214 m.s.n.m. El acceso a dicho lugar se realizó con 
una movilidad proporcionada por la Comunidad Campesina del distrito de Sicaya. 
Arequipa: Se eligió sólo un lugar de muestreo (Fig. 1), el cual se ubicó en la denominada 
“zona especializada” en el distrito de Majes, provincia de Caylloma, 16° 20' 15.22" S, 
72° 14' 31.1" O, a una altitud de 1387 m.s.n.m. El acceso a dicho lugar se realizó con 
una movilidad proporcionada por la empresa FARMEX - sede Majes. 
Ayacucho: Se eligió un lugar de muestreo (Fig. 1), el cual se ubicó en el centro poblado 
de Pampamarca, distrito de Acocro, provincia de Huamanga, 13° 15' 31.01" S, 74° 2' 
32.72" O, a una altitud de 3463 m.s.n.m. El acceso a dicho lugar se realizó con una 
movilidad proporcionada por la empresa SOLID FOOD PERÚ. 
Puno: Se dispuso sólo de un lugar de muestreo (Fig. 1), el cual se ubicó en el ámbito 
del distrito de Cabana, provincia de San Román, 15° 38' 0.44" S, 70° 16' 58.36" O, a una 
altitud de 3896 m.s.n.m. El acceso a dicho lugar se realizó con una movilidad de la 
Cooperativa COPAIN CABANA. 
4.1.2. MUESTREO BIOLÓGICO 
Por localidad, se tomó un área de cultivo de aproximadamente cinco hectáreas y el 
muestreo se realizó por el método de cinco puntos (Jin et al., 2015; Wang et al., 2017). 
Por este método, se dispuso de parcelas de 50 x 50 m, distanciadas entre sí y del borde 
del cultivo por 50 m (Fig. 2A). Cada parcela fue dividida en tres sub-parcelas en donde 
se instalaron seis trampas de caída (pitfalls), seis trampas amarillas, y una trampa 
malaise que fueron distribuidas de modo uniforme (Fig. 2B). Los muestreos se realizaron 
entre enero a octubre de 2017, con una frecuencia de colecta de cada 48 horas por el 
periodo de 8 días en cada lugar. 
También se realizó colecta diurna de modo manual directamente de la planta de quinua 
abarcando todas las partes vegetativas, desde el tallo, hojas, panoja, inflorescencia, 
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según el estado fenológico de la planta encontrado. Este modo de colecta, se realizó 
con el uso de una red entomológica o un pincel fino con un esfuerzo de muestreo de 
media hora por parcela, con una frecuencia de 48 horas, y alternado en los días de 
revisión y recolecta de especímenes de las trampas. Para cultivos pequeños, solo se 
instalaron una o dos parcelas. 
                         
 
 
  
Figura 2: Diseño de muestreo de insectos en un cultivo de quinua. A. Esquema 
de muestreo por el método de los cinco puntos. B. Disposición de las trampas 
en la parcela. Donde P, trampa pitfall; Y, trampa amarilla; M, trampa malaise; 
y H, muestreo manual. 
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Los insectos colectados fueron preservados en etanol al 96% y trasladados al 
Laboratorio de Biología Molecular de la unidad del Centro de Diagnóstico de Sanidad 
Vegetal del Servicio Nacional de Sanidad Agraria (SENASA) para su posterior análisis. 
4.2. MÉTODOS DE LABORATORIO 
4.2.1. EXAMEN MORFOLÓGICO 
4.2.1.1. MONTAJE DE ESPECÍMENES  
Montaje de Lepidoptera: Los especímenes de pequeño tamaño (micro lepidópteros con 
expansión alar igual o menor que 20mm), fueron montados con minucias (montaje 
doble) siguiendo a Landry y Landry (1994); los de tamaño regular (expansión alar mayor 
a 20mm), siguieron un montaje simple con las agujas entomológicas no 2 o 3 (Krogmann 
y Holstein, 2010).  
Montaje de Thysanoptera: Se prepararon láminas permanentes con bálsamo de Canadá 
(Silveira y Haro, 2016). 
Montaje de Coleoptera, Diptera y Hemiptera: Para realizar el montaje, primero se 
retiraron los especímenes del líquido preservante (alcohol), en una placa Petri se 
procedió a estirar las alas en dípteros e himenópteros; una vez secos, fueron montados 
con alfileres entomológicos número 2; los insectos fueron atravesados por el mesotórax, 
los especímenes pequeños fueron montados en triángulos de papel duro que va 
insertado en su base a un alfiler. El insecto fue colocado lateralmente con los apéndices 
en la dirección del alfiler y con una pequeña cantidad de pegamento se sujetó por el 
lado izquierdo contactando solamente la mesopleura (Lattke, 2000; Krogmann y 
Holstein, 2010). 
4.2.1.2. DETERMINACÓN TAXONÓMICA DE ESPECÍMENES 
Todos los especímenes colectados fueron examinados minuciosamente utilizando un 
estereoscopio OLYMPUS SZX12, y la determinación a nivel de especie y/o 
morfoespecie se llevó a cabo siguiendo claves taxonómicas en base a caracteres 
morfológicos, entre ellos: 1) para lepidópteros: Rasmusen et al., 2001; Pogue, 2002; 
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Pogue, 2004; Pogue y Simmons, 2008; Lafontaine et al., 2009; Pogue, 2013; Pogue, 
2014; San Blas, 2014; San Blas, 2015); 2) para coleópteros: Pinto y Bologna, 1999; 
Cabrera, 2001a; Cabrera, 2001b; Constantin, 2011; Chaboo y Clark, 2015; Pinto y 
Bologna, 2016; 3) para hemípteros: Hodkinson y White, 1979; Burckhardt, 1988; 
Menard, 2015; Panizzi y Grazia, 2015; Pall et al., 2016; 4) para dípteros: Shiao, 2004; 
5) para tisanópteros: Cavalleri y Mound, 2012,  Mirab-balou et al., 2013. 
Los especímenes fueron depositados en la colección de Entomología de la Unidad del 
Centro de Diagnóstico de Sanidad Vegetal del Servicio de Sanidad Agraria (SENASA), 
y en la colección del Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de 
San Marcos (MUSM) con constancia de depósito MUSM-ENT-034-2017. 
4.2.2. PROCESAMIENTO MOLECULAR DE ESPECÍMENES 
Con el objetivo de abarcar a la mayoría de los insectos fitófagos de la quinua, se tomaron 
muestras de tejido tanto de los insectos colectados en campo como de especímenes ya 
depositados en la colección de entomología del Laboratorio de Entomología del Centro 
de Diagnóstico de Sanidad Vegetal del SENASA siguiendo la lista de especies en 
Cruces et al. (2016). Dicha toma de tejido se realizó sobre una superficie limpia y con el 
uso de pinzas estériles se extrajo la tibia del segundo par de patas y se usó un segmento 
de aproximadamente dos milímetros (insectos de tamaño igual o mayor a 10mm) o se 
usó el cuerpo entero del insecto (para insectos con tamaño menor a 2mm); la muestra 
fue colocada en un microtubo estéril con alcohol absoluto y mantenido a – 20 grados 
Celsius. 
Extracción de ADN total: Se siguió el protocolo del Center for Biodiversity Genomics 
(Guelph, Canada), el cual se basa en un método de lisis enzimática con Proteinasa K 
(Ivanova et al., 2006; Dewaard et al., 2008; Wilson, 2012). 
En una primera fase, se preparó un mix de lisis, el cual consistió en la mezcla de 45.5 
µl de Insect Lisis Buffer (ILB) y 5 µl de Proteinasa K 20 mg/ml por muestra, luego se 
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agregó 50 µl de este mix al tubo que ya contenía la muestra del insecto y se dejó en 
incubación a 56oC por toda una noche para permitir la digestión. 
En una segunda fase, la muestra ya digerida, se centrifugó a 1500 g por 15 segundos, 
luego se incorporó 100 µl de Binding Mix a cada muestra y se homogenizó 
vigorosamente por 15 segundos, luego se centrifugó a 1500 g por 20 segundos, luego 
se transfirió 150 µl del lisado a un tubo con filtro. Se centrifugó a 6000 g por 5 minutos 
(esto permitió que el ADN se una a la membrana), luego se procedió al primer lavado 
en donde se le agregó 180 µl de Protein Wash Buffer (PWB) a cada tubo y centrifugó a 
6000 g por 2 minutos, luego se realizó un segundo lavado en donde se agregó 750 µl 
de Wash Buffer (WB) a cada tubo y centrifugó a 6000 g por 5 minutos, se eliminó el 
contenido líquido, luego se centrifugó a 13000 g por 2 minutos, se incubó a 56oC  por 
30 minutos (para evaporar el etanol residual), después de esto, las columnas fueron 
colocadas en tubos limpios, se dispensó 30  µl de ddH2O precalentada a 56oC 
directamente sobre la membrana de cada tubo e incubó por 1 minuto a temperatura 
ambiente. Se centrifugó a 10000 g por 5 minutos para colectar el ADN eluido. Se utilizó 
1 µl de ADN extraído para ser cuantificado en el espectrofotómetro Thermo Scientific 
nanodrop 2000. El ADN fue preservado temporalmente a -200C hasta el proceso de 
PCR. 
Amplificación del gen COI por PCR (Polimerase Chain Reaction): Esta etapa se realizó 
con el uso del kit BIG DYE TERMINATOR (BDT) y el par de primers universales 
LCO1419 (5’-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3’) y HCO2198 (5’-
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3’) que secuencian al COI (Citocromo Oxidasa 
subunidad I) en invertebrados (Folmer et al., 1994). 
Se preparó el mix de PCR que consistió de 0.25 µl de BDT 2.5 X, 1.875 µl de BDT buffer 
5X, 4 µl de Primer 1pmol/µl, 1 µl de ADN (3-10 ng/µl) y 10 µl de NFW en un volumen 
total de 20 µl. Se procedió con la PCR en el termociclador SimpliAmp o ProFlex que 
siguió las especificaciones de 1 ciclo de un minuto para denaturación inicial a 960C, 30 
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ciclos de 15 segundos para denaturación a 940C, 15 segundos para anillamiento a 500C 
y 4 minutos para extensión a 600C (con un cambio de rampa de 10C/s) (Tabla 1). 
Finalmente, se conservó los 20 µl de muestra a 40C. 
Tabla 3: Protocolo de PCR en termociclador. 
PROCESO TEMPERATURA TIEMPO # DE 
CICLOS 
Denaturación 
inicial 
960C 1 Minuto 1 Ciclo 
Denaturación 940C 15 Segundos 30 Ciclos 
Anillamiento 500C 10 Segundos 
Extensión 600C 4 Minutos 
Conservación de 
muestra 
40C ∞   
 
Los resultados del procedimiento de PCR fueron observados mediante electroforesis en 
gel de agarosa al 1.5 % diluida en buffer de corrida TBE 1X. Se tomó 2 μl de cada 
amplicón (producto de la amplificación de ADN en la PCR) y se mezcló con 1 μl de 
loading buffer (azul de bromofenol, xileno-cianol y Orange G). Esta mezcla fue 
depositada en cada pocillo del gel. Adicionalmente se colocó en uno de los pocillos 2 μl 
de marcador de peso molecular GeneRuler 100 pb ADN ladder con 1 μl de loading 
buffer. Los geles fueron colocados en la cámara de electroforesis y se dejó migrar a 90 
V durante 60 minutos. Luego de esto, los geles fueron teñidos con bromuro de etidio y 
las bandas resultado de la migración fueron visualizadas y fotografiadas utilizando un 
transiluminador Gel DocTM XR de BIO-RAD.  
Purificación de las muestras PCR con el kit BIG DYE TERMINATOR: se le añadió 240 
µl de Sequencing Binding Buffer a la muestra amplificada por PCR. Esta mezcla fué 
transferida a una columna Zymo-spinTM IB Column con su tubo colector y se centrifugó 
por 30 segundos a 13000 rpm, luego de lo cual, se le agregó 300 µl de Sequencing 
Wash Buffer a la columna y se centrifugó por 30 segundos a 14000 rpm, se eliminaron 
los tubos colectores y se colocó la columna sobre un tubo nuevo, a ésta, se le agregó 
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20 µl de NFW y se centrifugó por 30 segundos a 13000 rpm. El ADN purificado se 
almacenó a una temperatura de -70OC hasta el proceso de secuenciamiento. 
Proceso para secuenciar en el Analizador Genético Applied Biosystems 3130/3131xl: 
se agregó 15 µl de Hi-di formamida a cada pozo de la placa de secuenciamiento y se le 
adicionó 2 µl de ADN purificado para secuenciamiento, luego se procedió a denaturar 
en el termociclador por 3 minutos a 950C, luego se colocó la placa a -200C por 5 minutos 
y se centrifugó por spin. Finalmente se llevó al secuenciador. 
La obtención de secuencias finales siguió tres caminos: El primero, donde la parte de 
extracción hasta obtención de los productos de PCR fueron realizados en el Laboratorio 
de Biologia Molecular de la Unidad del Centro de Diagnóstico de Sanidad Vegetal del 
Servicio Nacional de Sanidad Agraria, y la fase de secuenciamiento fué realizada en el 
Laboratorio de Biologia Molecular y Genómica del Instituto Nacional de Innovación 
Agraria (INIA); el segundo, donde los productos de PCR fueron enviados a secuenciar 
a Bio Basic Inc. (empresa canadiense); y el tercero, donde todos los procesos desde la 
extracción de ADN hasta la obtención de las secuencias consenso fueron realizados en 
el Center for Biodiversity Genomics en Guelph, Canadá. 
4.3. ANÁLISIS BIOINFORMÁTICOS 
4.3.1. EDICIÓN DE SECUENCIAS 
Los electroferogramas generados en el secuenciador fueron procesados con el 
programa bioinformático CodonCode Aligner versión 7.1.1 (Codoncode Corporation, 
2017) en donde las secuencias de ADN fueron editadas, alineadas, y ensambladas, y 
traducidas a secuencias de aminoácidos para verificar la ausencia de codones de 
terminación (Stop codons). Para evaluar la presencia de inserciones y/o delecciones en 
los alineamientos, estas secuencias fueron examinadas visualmente usando el 
programa MEGA versión 7.0 (Kumar et al., 2016). Al final se obtuvo la secuencia 
consenso, la cual fue depositada en la plataforma del Barcode of Life Data System 
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(BOLD: Ratnasingham y Hebert, 2007), plataforma en-línea que alberga la totalidad de 
secuencias de Código de barras de ADN. 
4.3.2. ELECCIÓN DE CONJUNTO DE SECUENCIAS 
Con el objetivo de construir una biblioteca de código de barras de ADN lo más completa 
posible, las secuencias propias fueron suplementadas con secuencias descargadas de 
BOLD. En total se usaron 4 168 secuencias para 66 especies y morfoespecies de 
insectos fitófagos asociados al cultivo de quinua. Se usaron secuencias con al menos 
500 pares de bases, para facilitar los alineamientos (Lavinia et al., 2017). 
4.3.3. DIAGNÓSTICO DE TAXA MEDIANTE CÓDIGO DE BARRAS DE ADN 
Las secuencias para cada especie y para cada morfoespecie fueron alineadas usando 
MAFFT (Multiple Alignment using Fast Fourier Transform) versión 7.313 (Katoh y 
Standley, 2013) con los parámetros predeterminados. Los alineamientos fueron 
importados a R versión 3.4.3 (R Core Team, 2018) usando el paquete APE (Analysis of 
Phylogenetics and Evolution) versión 5.2 (Paradis et al., 2004). Se generaron matrices 
de distancia con la función dist.dna usando el modelo de sustitución de Kimura two-
parameter (K2P: Kimura, 1980). Las distancias intraespecíficas e interespecíficas fueron 
calculadas usando el paquete SPIDER (SPecies IDentity and Evolution in R) versión 1.3 
(Brown et al., 2012). 
Con el objetivo de evaluar el grado de confianza en la designación de especies por la 
taxonomía, se compararon con las asignaciones de BIN (Barcode Index Number) 
determinadas por BOLD (Ratnasingham y Hebert, 2013). Las asignaciones de BIN son 
determinadas según el algoritmo RESL (Refined Single Linkage) propia de BOLD, donde 
cada espécimen con una secuencia de más de 500 pares de bases gana 
automáticamente un BIN; ahora bien, las asignaciones de BIN se actualizan 
dinámicamente a medida que se agregan nuevos registros a BOLD por lo que éstos se 
pueden combinar cuando se agregan especímenes genéticamente intermedios o se 
dividen cuando los nuevos registros revelan una clara estructura de divergencia de 
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secuencia, es decir que funciona de manera más óptima mientras más especímenes 
son agregados a BOLD (Ratnasingham y Hebert, 2013). 
Para que la técnica del código de barras de ADN funcione correctamente, es requisito 
que exista una brecha genética (barcode gap) en los taxones que se pretenda analizar 
(Meyer y Paulay, 2005). Para evaluar la existencia de tal brecha, se utilizó el enfoque 
de Meier et al. (2008), donde se compararon las distancias intraespecíficas más grandes 
con las distancias interespecíficas más pequeñas. 
Con el objetivo de observar de forma gráfica la relación de algunos especímenes de 
acuerdo a su secuencia genética, se construyeron arboles de genes. Para tal, se 
siguieron dos caminos: el primero, mediante Maximum likelihood usando RAxML versión 
8 (Stamakis, 2014) según el modelo GTR y la robustez de los nodos se evaluó con 1,000 
repeticiones de Bootstrap; y el segundo, mediante inferencia bayesiana usando 
BEAST2 versión 2.5 (Bouckaert et al., 2014), con un modelo de reloj estricto, un modelo 
de árbol de Yule , y un modelo de sustitución HKY escogido usando jModeltest2 versión 
2.1.10 (Darriba et al., 2012), se usaron 50 millones de generaciones MCMC (Markov 
chain Monte Carlo), los arboles fueron guardados cada cinco mil generaciones, la 
convergencia de MCMC y el ESS (Efective Sample Size) fue revisado en Tracer versión 
1.7 (Rambaut et al., 2018). Al final, un árbol consenso fue generado en TreeAnnotator 
versión 1.6.1 (paquete de BEAST2) con el 10% de árboles como descarte. El soporte 
para nodos se determinó utilizando probabilidades posteriores (PP; calculadas por 
BEAST2) 
4.3.4. EVALUACIÓN DE IDENTIFICACIÓN DE INSECTOS POR CÓDIGO DE 
BARRAS DE ADN 
Para evaluar la utilidad del código de barras del ADN en la identificación de 
especímenes mediante el uso de biblioteca de código de barras, se sometió a una 
prueba de identificación mediante simulación en R. La prueba de identificación funciona 
del siguiente modo: Cada secuencia se considera como desconocida, mientras que las 
secuencias restantes en el dataset se consideran como la librería de códigos de barras 
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de ADN utilizada para la identificación, si la identificación de la consulta es la misma que 
la identificación pre-considerada (es decir, las etiquetas de secuencia), la prueba de 
identificación se califica como “correcta”, y la proporción general de identificación 
correcta corresponde al poder discriminatorio de la región analizada, es decir COI. Esta 
prueba se realizó mediante tres enfoques: El Best match (BM), el Best close match 
(BCM) (Meier et al., 2006), y el criterio de BOLD (CB) usando respectivamente las 
funciones nearNeighbour, bestCloseMatch, y threshID implementadas en SPIDER 
(Brown et al., 2012).  
La función nearNeighbour encuentra al individuo más cercano y devuelve el puntaje 
"verdadero" (equivalente a "correcto") si sus nombres son iguales, pero si los nombres 
son diferentes, el resultado se califica como "falso" (equivalente a "incorrecto"). 
La función bestCloseMatch realiza el análisis de "mejor coincidencia" de Meier et al. 
(2006), buscando el individuo más cercano en el conjunto de datos. Si el individuo más 
cercano está dentro de un umbral determinado (valor predeterminado del 0.01 ó 1%), el 
resultado se califica como "correcto". Si está más allá del umbral dado, el resultado es 
"no ID" (sin identificación). Si más de una especie está vinculada para una coincidencia 
más cercana, el resultado de la prueba es una identificación "ambigua". Cuando todas 
las coincidencias dentro del umbral son especies diferentes a la consulta, el resultado 
se califica como "incorrecto". 
La función threshID lleva a cabo un análisis basado en el umbral predeterminado de 
0.01 (1%) según la herramienta Identify Specimen proporcionada por el sistema de 
BOLD (http://www.boldsystems.org/views/idrequest.php). Es más inclusivo que 
bestCloseMatch, ya que considera todas las secuencias dentro del umbral del 1%. 
También hay cuatro resultados posibles para las pruebas, es decir, "correcto", 
"incorrecto", "ambiguo" y "no id" similares a los resultados de la función bestCloseMatch. 
Se utilizaron tres diferentes umbrales en los criterios de BCM y CB. El primer umbral se 
estableció en 0.01 (1%), que es el estándar utilizado por el motor de identificación de 
 29 
 
BOLD. El segundo umbral fue generado por la función threshOpt en SPIDER, que 
minimiza el error de identificación acumulativa que incorpora un error falso positivo (no 
hay coincidencias específicas dentro del umbral, sino que hay muestras conspecíficas 
disponibles) y un error falso negativo (más de una especie registrada dentro del umbral). 
El tercer umbral se obtuvo a partir del mínimo de una gráfica de densidad de distancias 
genéticas, que representa la transición entre distancias intra e interespecíficas, que se 
calculó mediante la función localMinima en SPIDER. 
V. RESULTADOS 
Los muestreos resultaron en la colecta de 45 especies y morfoespecies de insectos 
asociados a quinua (Anexo 1, Figs. 1 - 4). Los órdenes más diversos resultaron ser 
Lepidoptera y Hemiptera con 18 y 17 especies respectivamente; mientras que 
Coleoptera y Diptera resultaron con ocho y dos especies respectivamente. La revisión 
de la colección de Entomología resultó en siete especies para Lepidoptera, una especie 
tanto para Coleoptera como para Orthoptera. 
Entre los principales insectos considerados de importancia fitosanitaria, se encuentran 
20 especies distribuidas en cuatro órdenes: 
1) Coleoptera: En coleoptera se encontraron a Diabrotica decempunctata Latreille 
1833 y Diabrotica speciosa Germar, 1824. 
2) Diptera: Únicamente se encontró a la mosca minadora de hojas Liriomyza 
huidobrensis Blanchard, 1926. 
3) Hemiptera: Entre los hemípteros, se encontraron a los áfidos de la Familia 
Aphididae Hyperomyzus lactucae Linnaeus, 1758, Lipaphis pseudobrassicae 
Davis 1914, Myzus persicae Sulzer, 1776, Therioaphis trifolii Monell 1882; y a 
Liorhyssus hyalinus Fabricius, 1794 dentro de la familia Rhopalidae. 
4) Lepidoptera: Se encontró a los lepidópteros Eurysacca menalocampta Meyrick, 
1917 y Eurysacca quinoae Povolny, 1997 en la familia Gelechiidae; y a las 
especies Copitarsia corruda Pogue y Simmons, 2008, Copitarsia decolora 
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Guenée, 1852, Chloridea virescens Fabricius, 1777, Chrysodeixis includens 
Walker, 1857, Helicoverpa armigera Hubner,1808, Helicoverpa atacamae 
Hardwick, 1965, Helicoverpa zea Boddie, 1850, Mythimna unipuncta Haworth, 
1809, Spodoptera eridania Stoll, 1781, Spodoptera frugiperda Smith, 1797, 
Spodoptera ochrea Hampson, 1909; dentro de la familia Nocuidae. 
Se encontraron 22 nuevos registros de especies y morfoespecies que están presentes 
en el cultivo de quinua que se encuentran distribuidos en tres órdenes según se detalla 
a continuación.  
1) Coleoptera: Astylus baeri Pic 1910, Astylus subannulatus Pic 1909, Diabrotica 
decempunctata Latreille 1833, Centralaphthona sp., Chaetocnema sp., 
Phyllotreta sp.  
2) Hemiptera: Atractotomus sp., Hyperomyzus lactucae Linnaeus 1758, Icaia sp., 
Lipaphis pseudobrassicae Davis 1914, Nysius raphanus Howard 1872, 
Phytocoris sp., Proba californica Knight 1968, Sapanagonicus sp.1, 
Sapanagonicus sp.2, Therioaphis trifolii Monell 1882. 
3) Lepidoptera: Autoplusia egena Guenée 1852, Copitarsia naenoides Butler 1882, 
Helicoverpa armigera Hubner 1827, Heterusia sinuosa Felder 1875, 
Megalographa biloba Stephens 1830, Megalographa monoxyla Dyar 1913. 
A partir de 4168 secuencias para 66 especies y morfoespecies (grupo de especímenes 
determinados a nivel taxonómico de género) de insectos fitófagos presentes en el cultivo 
de quinua se elaboró la biblioteca del código de barras de ADN de los insectos fitófagos 
del cultivo de quinua (Tabla 4). Esta biblioteca comprende a 47 taxones a nivel de 
especie y 19 taxones a nivel de género. En este estudio se generaron secuencias para 
313 especímenes que comprenden 54 especies y morfoespecies, de estos, 27 
corresponden a nuevos registros de taxa para la base de datos del BOLD (Barcode of 
Life Data) Systems (Tabla 4); mientras que 3855 secuencias corresponden a secuencias 
complementarias descargadas de la base de datos del BOLD Systems.  
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Tabla 4: Número de secuencias, número de Barcode Index Numbers (BINs), y distancias 
genéticas (% K2P) para insectos fitófagos de la quinua basado en datos en BOLD, 
Barcode of Life Data Systems. DMIN, distancia interespecífica mínima; DMAX, distancia 
intraespecífica máxima; K2P, distancia calculada con el modelo de Kimura; a, registro 
nuevo en BOLD. 
TAXON SECUENCIAS BIN DMAX DMIN 
Achyra bifidalis (Fabricius, 1794) 3 1 0 11.70 
Agrotis experta (Walker, 1869) a 7 1 0.15 5.41 
Agrotis ipsilon (Hufnagel, 1776) 243 1 1.74 4.25 
Agrotis sp. a 2 1 0 4.25 
Aphis craccivora (Koch, 1854) 222 1 3.04 6.52 
Aphis gossypii (Glover, 1877) 410 1 2.78 6.13 
Astylus baeri (Pic, 1910) a 2 1 0 13.81 
Astylus subannulatus (Pic, 1909) a 9 3 13.49 13.81 
Atractotomus sp. a 2 1 0 17.73 
Autoplusia egena (Guenée, 1852) 6 1 0.30 5.09 
Bergallia sp.1 a 2 1 0 16.99 
Bergallia sp.2 a 2 1 0 16.99 
Centralaphthona sp. a 2 1 1.23 24.19 
Chaetocnema sp. a 2 1 0.15 19.59 
Chloridea virescens (Fabricius, 1777) 43 1 0.93 6.58 
Chrysodeixis includens (Walker, 1857) 118 1 0.64 7.18 
Copitarsia corruda (Pogue & Simmons 2008) 18 1 0.76 1.50 
Copitarsia decolora (Guenée, 1852) 73 1 2.68 1.35 
Copitarsia naenoides (Butler, 1882) a 13 1 0.91 1.35 
Dargida grammivora (Walker, 1856) 7 1 0.30 7.08 
Diabrotica decempunctata (Latreille, 1833) a 27 1 1.54 14.74 
Diabrotica speciosa (Germar, 1824) a 9 1 2.36 14.74 
Dichroplus maculipennis (Blanchard, 1851)  2 1 0.17 23.03 
Epicauta sp. a 6 2 4.01 22.96 
Epitrix sp. a 5 1 1.07 19.33 
Eurysacca melanocampta (Meyrick, 1917) 8 1 0.31 4.27 
Eurysacca quinoae (Povolny, 1997) 7 1 0.30 1.96 
Eurysacca sp. a 2 1 0.30 1.96 
Gryllus assimilis (Fabricius, 1775) 8 1 0.31 19.10 
Helicoverpa armigera (Hubner,1808) 507 1 2.03 2.02 
Helicoverpa atacamae (Hardwick, 1965) 6 1 0.92 3.60 
Helicoverpa gelotopoeon (Dyar, 1921) 3 1 0.54 3.14 
Helicoverpa zea (Boddie, 1850) 310 1 1.23 2.02 
Herpetogramma bipunctalis (Fabricius, 1794) 3 1 0.88 9.72 
Heterusia sinuosa (Felder, 1875) a 2 1 0 11.69 
Hyperomyzus lactucae (Linnaeus, 1758) 115 1 0.46 4.61 
Icaia sp. a 2 1 0.15 22.86 
Liorhyssus hyalinus (Fabricius, 1794) 22 1 2.59 19.27 
Lipaphis pseudobrassicae (Davis, 1914) 41 2 3.55 6.37 
Liriomyza huidobrensis (Blanchard, 1926) 12 1 0.47 12.84 
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Tabla 4 (continuación): Número de secuencias, número de Barcode Index Numbers 
(BINs), y distancias genéticas (% K2P) para insectos fitófagos de la quinua basado en 
datos en BOLD, Barcode of Life Data Systems. DMIN, distancia interespecífica mínima; 
DMAX, distancia intraespecífica máxima; K2P, distancia calculada con el modelo de 
Kimura; a, registro nuevo en BOLD. 
TAXON SECUENCIAS BIN DMAX DMIN 
Liriomyza sp. a 3 1 0.30 12.84 
Macrosiphum euphorbiae (Thomas, 1878) 189 1 1.58 4.61 
Megalographa biloba (Stephens, 1830)  19 1 0.92 5.10 
Megalographa monoxyla (Dyar, 1913)  3 1 0 5.10 
Mythimna unipuncta (Haworth, 1809) 374 2 4.72 6.84 
Myzus persicae (Sulzer, 1776) 131 1 2.04 6.48 
Nezara viridula (Linnaeus, 1758) 33 3 8.55 17.73 
Nysius raphanus (Howard, 1872) 67 3 22.53 19.06 
Orthotylus flavosparsus (Sahlberg, 1842) 12 1 0.64 19.68 
Paratanus sp. a 2 1 0.15 22.86 
Peridroma saucia (Hubner,1808) 174 1 2.10 6.08 
Phyllotreta sp. a 2 1 1.38 22.07 
Phytocoris sp. a 2 1 0 16.20 
Proba californica (Knight, 1968) 4 2 1.92 16.20 
Rachiplusia nu (Guenée, 1852) 12 2 5.65 5.08 
Rachiplusia sp. a 6 1 0.30 5.08 
Spanagonicus sp.1 a 7 1 0 19.52 
Spanagonicus sp.2 a 6 1 0.15 19.43 
Spilosoma virginica (Fabricius, 1798) 138 3 5.18 8.79 
Spodoptera eridania (Stoll, 1781) 98 1 0.77 5.83 
Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) 38 2 2.27 5.57 
Spodoptera ochrea (Hampson, 1909) a 16 1 0.61 5.57 
Spoladea recurvalis (Fabricius, 1775) 163 1 1.95 9.72 
Symmetrischema sp. a 2 1 0 6.93 
Therioaphis trifolii (Monell, 1882) 382 2 14.95 9.71 
Trioza sp. a 2 1 0 25.26 
 
La correspondencia entre los taxones determinados mediante la taxonomía tradicional 
y los grupos definidos mediante BINs en BOLD resultó en una correspondencia de un 
83.3% (55 taxones de 66), donde 37 especies y 18 morfoespecies presentan un único 
BIN, mientras que 10 especies y una morfoespecie presentan más de un BIN (Tabla 4). 
Dentro de los taxones que presentan dos BIN, están las especies Lipaphis 
pseudobrassicae Davis 1914, Mythimna unipuncta Haworth 1809, Proba californica 
Knight 1968, Rachiplusia nu Guenée 1852, Spodoptera frugiperda Smith 1797, 
Therioaphis trifolii Monell 1882, y el género Epicauta (representado por “Epicauta sp.”). 
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Por otro lado, las especies que presentan tres BIN son Astylus subannulatus Pic 1909, 
Nezara viridula Linnaeus 1758, Nysius raphanus Howard 1872, y Spilosoma virginica 
Fabricius 1798. 
La relación de correspondencia entre los grupos definidos por caracteres moleculares y 
los definidos por la taxonomía tradicional, también puede ser observadas de forma 
gráfica en arboles de genes. Estos árboles pueden ser usados para identificar estadios 
adultos e inmaduros en casos de grupo de especies cripticas como el caso del género 
Copitarsia donde las especies pueden ser fácilmente agrupadas por sus secuencias COI 
(Fig. 3). En este sentido se construyó un árbol de genes mediante los métodos de 
Maximum likelihood e inferencia bayesiana para especímenes en estadio de larva y en 
estadio de adulto de tres especies del género Copitarsia; Copitarsia corruda, Copitarsia 
decolora, y Copitarsia naenoides. La estructura del árbol, resultó en la formación de tres 
grupos que corresponden con las especies nominales determinados por taxonomía 
tradicional y también tienen correspondencia con los BIN generados en la base de datos 
del BOLD Systems. 
La estructura de los árboles de genes también puede mostrar grandes diferencias para 
poblaciones de una especie nominal. En este sentido, se construyó el árbol de genes 
para especímenes que corresponden a dos especies del género Astylus; Astylus baeri 
y Astylus subannulatus mediante los métodos de Maximum likelihood e inferencia 
bayesiana (Fig. 4). Para A. baeri, se tiene correspondencia entre el BIN generado en 
BOLD y la designación por taxonomía tradicional; sin embargo, para A. subannulatus se 
tienen tres grupos; un grupo corresponde a la población de Ayacucho y dos 
corresponden a poblaciones de Junín. Estos grupos tienen correspondencia con los BIN 
generados en la base de datos del BOLD Systems, pero no corresponden con la 
agrupación determinada por taxonomía tradicional. 
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Figura 3: Árbol de genes para el género Copitarsia generado en BEAST2. 
BIN, Barcode Index Number. BT/PP indica el suporte de nodo, donde BT, 
Bootstrap generado en el análisis por Máximum Likelihood (ML); PP, 
Probabilidad posterior generado por inferencia bayesiana (IB) en BEAST2. 
A, Copitarsia corruda adulto; B, C. corruda larva; C, C. naenoides adulto; D, 
C. naenoides larva; E, C. decolora adulto; F, C. decolora larva. 
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Después de este estudio, la cobertura global de especies de insectos fitófagos de la 
quinua basados en los registros de secuencias COI en la plataforma de BOLD, muestra 
un valor del 68.04% (66 especies y/o morfoespecies de 97) (Tabla 5). Los órdenes con 
mayor cobertura son Lepidoptera y Hemiptera con el 84.21% y 65.62% respectivamente. 
Figura 4: Árbol de genes para el género Astylus generado en BEAST2. BIN, 
Barcode Index Number. BT/PP indica el suporte de nodo, donde BT, 
Bootstrap generado en el análisis por Máximum Likelihood (ML); PP, 
Probabilidad posterior generado por inferencia bayesiana en BEAST2. A, 
Astylus baeri; B, A. subannulatus población de Ayacucho; C y D, A. 
subannulatus poblaciones de Junín. 
 36 
 
Los órdenes con mediana cobertura son Coleoptera, Diptera, y Orthoptera con 52.94%, 
50%, y 50% respectivamente. El único orden sin cobertura es Thysanoptera. 
Tabla 5: Avances en el desarrollo de la biblioteca de referencia de código de barras de 
ADN para especies de insectos plagas de quinua según los registros en BOLD, Barcode 
of Life Data Systems. (basado en los datos después del presente estudio).  
 
 
ORDEN 
 
Especies 
Plagas 
Especies con 
secuencias en 
BOLD (A nivel 
de género) 
 
Especies con 
único BIN 
Especies 
con más 
de un BIN 
 
Cobertura 
(%) 
Coleoptera 17 9 (5) 7 2 52.94 
Diptera 4 2 (1) 2 0 50 
Hemiptera 32 21 (9) 17 4 65.62 
Lepidoptera 38 32 (4) 27 5 84.21 
Orthoptera 4 2 2 0 50 
Thysanoptera 2 0 0 0 0 
Total 97 66 (19) 55 11 68.04 
 
En cuanto a los análisis de distancias genéticas dentro de la biblioteca, las divergencias 
intraespecíficas oscilaron entre 0% a 22.53%, mientras que las divergencias 
interespecíficas oscilaron entre 1.35% a 52.17%. La mínima divergencia interespecífica 
fue de 1.35% entre Copitarsia decolora Guenée 1852 y Copitarsia naenoides Butler 
1882, y la máxima intraespecífica distancia fue de 22.53% en Nysius raphanus Howard 
1872 (Tabla 4).  
Comparando las distancias intraespecíficas máximas con las distancias interespecíficas 
mínimas de las especies más cercanas, no se muestra la existencia de una brecha de 
código de barras de ADN para toda la biblioteca (brecha genética global) (Tabla 4, Fig. 
5). El análisis de brecha genética a nivel local (brecha a nivel de taxón), muestra la 
existencia de brechas genéticas para 45 especies y 18 morfoespecies; sin embargo, 
cinco especies no muestran la existencia de tal brecha a nivel local (Figs. 5A, 5B). 
 
 
BIN: Barcode Index Number 
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El valor del umbral de distancia genética para identificación de especímenes 
determinada por la función threshOpt fue de 0.014 (Fig. 6A) en donde el error mínimo 
de identificación fue de 0.22%, mientras que la función localMinima determinó un umbral 
de 0.015 (Fig. 6B). 
 
 
 
Figura 5: Representación gráfica de la existencia de brecha de código de barras 
de ADN para insectos fitófagos de quinua. A, Comparación de las distancias 
interespecíficas mínimas (Dinter_min) con las distancias intraespecíficas 
máximas (Dintra_max), las líneas representan a cada especie que enlaza a sus 
respectivas distancias, donde las líneas rojas indican distancias intraespecíficas 
máximas más grandes que las distancias interespecíficas mínimas, resultando 
en la no existencia de una brecha genética para dichas especies. B, 
Comparación de las distancias intraespecíficas máximas con las distancias 
intraespecíficas mínimas en una línea 1:1, donde los puntos que caen arriba de 
tal línea, son los que presentan una brecha de código de barras de ADN, 
mientras que los puntos que caen debajo, son los que carecen de tal brecha. 
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Figura 6: Determinación del umbral para la identificación de especímenes de 
insectos fitófagos de la quinua. A, Frecuencia de error acumulado basado en 
falsos positivos más falsos negativos para cada valor de umbral hasta 0.03 
calculado mediante la función threshOpt en R, el umbral optimo es donde el 
error acumulado sea mínimo, para este caso el umbral optimo es 0.014, donde 
el error mínimo es de 0.22%; B, La gráfica de densidad indica la transición 
entre distancias intra e interespecíficas; el umbral calculado con la función 
localMinima en R, correspondiente a esta transición indica un valor de 0.015. 
 39 
 
Al evaluar la eficacia del Código de barras de ADN basado en este umbral, se encontró 
que las secuencias COI se desempeñaron muy bien al asignar secuencias de ADN a la 
especie correcta (Tabla 6). Por ejemplo, con el método de BM, el 99.95% de las 
secuencias COI se identificaron correctamente (4166 especímenes de 4168) y un 0.05% 
(dos especímenes de 4168) de identificación incorrecta. Con el umbral de 0.01, tanto 
BCM como CB proveyeron con el 99.59% (4151 especímenes de 4168) de 
identificaciones correctas y un 0.41% (17 especímenes de 4168) como No ID. Con un 
umbral de 0.014, el método de BCM logró una identificación correcta del 99.78% (4159 
especímenes de 4168) y solo un 0.22% (nueve especímenes de 4168) sin identificar 
(No ID); mientras que el enfoque de CB para el mismo umbral de 0.014, proveyó con el 
99.73% (4157 especímenes de 4168) de identificaciones correctas, un 0.05% (dos 
especímenes de 4168) como identificación ambigua, y un 0.22% (nueve especímenes 
de 4168) como No ID. Con un umbral de 0.015, el análisis mediante BCM mostró el 
mismo patrón de identificación que el umbral de 0.014, mientras que CB registró un 
98.92% (4123 especímenes de 4168) de correctas identificaciones y un 0.86% (36 
especímenes de 4168) de identificaciones ambiguas, y un 0.22% (nueve especímenes 
de 4168) como No ID. 
Tabla 6: Desempeño del código de barras de ADN en la identificación de insectos 
fitófagos del cultivo de quinua. BM, Best match; BCM, Best close match; CB, Criterio de 
BOLD. Los umbrales de identificación usados fueron de 1%, 1.4%, y 1.5%. 
 IDENTIFI-
CACION 
 
BM 
BCM CB 
1 1.4 1.5 1 1.4 1.5 
Correcto 4166 
(99.95%) 
4151 
(99.59%) 
4159 
(99.78%) 
4159 
(99.78%) 
4151 
(99.59%) 
4157 
(99.73%) 
4123 
(98.92%) 
Incorrecto 2 
(0.05%) 
0  
(0%) 
0 
 (0%) 
0  
(0%) 
0  
(0%) 
0 
 (0%) 
0 
 (0%) 
Ambiguo -  0  
(0%) 
0  
(0%) 
0  
(0%) 
0 
 (0%) 
2  
(0.05%) 
36  
(0.86%) 
No ID -  17  
(0.41%) 
9  
(0.22%) 
9  
(0.22%) 
17  
(0.41%) 
9  
(0.22%) 
9  
(0.22%) 
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VI. DISCUSIÓN 
Nanney (1982) propuso por primera vez al código de barras de ADN como una técnica 
para acelerar la identificación de especies dentro de los microorganismos, sin embargo, 
ahora se ha generalizado como un método potencial que puede ayudar a caracterizar y 
descubrir nuevas especies en grupos taxonómicos más amplios (Hebert et al., 2004; 
Van der Bank et al., 2012). 
Para que la técnica del código de barras de ADN funcione de un modo correcto, es 
requisito que exista una brecha de código de barras de ADN (DNA barcode gap) (Meyer 
y Paulay, 2005), es decir, una mayor variación genética entre las especies que las 
variaciones genéticas que ocurren entre poblaciones dentro de una misma especie 
(Hebert et al., 2003a). El análisis realizado por pares (comparación de las distancias por 
especie) reveló la existencia de un DNA barcode gap para 61 especies y morfoespecies, 
mientras que cinco especies no mostraron la existencia de tal DNA barcode gap (Fig. 
5), pues sus divergencias intraespecíficas máximas fueron más grandes que sus 
divergencias interespecíficas más pequeñas (Tabla 4). Este fenómeno podría estar 
mostrando la existencia de complejos de especies cripticas, representados por más de 
un BIN en BOLD, por ejemplo, Nysius raphanus, Rachiplusia nu, y Therioaphis trifolii 
presentan tres, dos, y dos BINs respectivamente (Tabla 4) o casos de mala identificación 
por taxonomía tradicional, es decir, cuando a un espécimen se le atribuye la etiqueta de 
una especie incorrecta. De modo particular, N. raphanus y T. trifolii muestran valores 
muy altos en sus divergencias intraespecíficas máximas (22.53% y 14.85% 
respectivamente), incluso mucho más alto que el resto de taxones con más de un BIN 
(excepto con Astylus subannulatus cuya divergencia intraespecífica máxima es de 
13.49%). Si se compara Rachiplusia nu de divergencia intraespecífica máxima de 5.65% 
con su congénere Rachiplusia sp. con divergencia intraespecífica máxima de 0.30%, se 
hace evidente la fuerte sugerencia de que R. nu en realidad consista de dos especies 
como los BIN representados en BOLD. Para el caso de Copitarsia decolora y 
Helicoverpa armigera, especies con único BIN pero que carecen de un DNA barcode 
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gap parece ser efecto de la escala geográfica (Bergsten et al., 2012) y a la gran 
diversidad de haplotipos que presentan estas especies. C. decolora forma parte del 
denominado complejo Copitarsia decolora (Pogue y Simmons, 2008) que comprende a 
cuatro especies de polillas muy estrechamente relacionadas. La gran distribución 
geográfica (Cruces et al., 2016) que abarca esta especie, podrían estar causando que 
C. decolora presente una alta divergencia intraespecífica máxima de 2.68% incluso 
mayor que su mínimo divergencia interespecífica de 1.35% dejando como resultado a 
la inexistencia de un DNA barcode gap; sin embargo, dicha inexistencia de un DNA 
barcode gap no influye en las identificaciones mediante la simulación en R, más aun, de 
forma gráfica, se puede observar que todos los especímenes dentro de C. decolora 
forman un grupo muy bien definido en el árbol de genes analizado (Fig. 3). Este grupo 
corresponde con el determinado por taxonomía tradicional y el generado mediante BIN 
en la base de datos del BOLD Systems. El caso para la inexistencia de un DNA barcode 
gap en H. armigera, una especie de polilla plaga de gran importancia a nivel mundial, 
podría deberse a la gran diversidad de haplotipos (Mastrangelo et al., 2014; Pinto et al., 
2017) que presenta principalmente por su amplia distribución geográfica, pues está 
presente en Europa, Africa, Asia, Australasia y en América, esta especie ya ha sido 
introducida a países como Argentina, Bolivia, Brazil, Paraguay, Puerto Rico, y Uruguay 
(Kriticos et al., 2015). 
De modo general, los taxones que presentan un DNA barcode gap pero que a la vez 
muestren discordancia entre las asignaciones por la taxonomía tradicional, los 
determinados según los BINs, pueden ser sugerentes de que algunas de las BINs en 
realidad se traten de especies separadas. Por ejemplo, Astylus subannulatus está 
representado por tres BINs (Tabla 4), estos BINs corresponden con un grupo 
determinado para la población de Ayacucho y dos grupos para la población de Junín 
(Fig. 4). Según la topología del árbol de genes para esta especie, aunado a la ligera 
variación morfológica en los élitros, sugeriría la fuerte hipótesis de que A. subannulatus 
se trate de un complejo de especies cripticas conformado por dos especies distintas; 
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uno para la población de Ayacucho y otra para la población de Junín. La resolución de 
todas estas discordancias entre las asignaciones hechas por la taxonomía tradicional y 
las designaciones genéticas representadas por los BIN tendrán que realizarse en 
estudios caso por caso en donde se traten de incluir a la mayoría de especies dentro de 
cada género y donde se incluya información morfológica, ecológica, genética en un 
enfoque integrativo (Pante et al., 2015). 
La simulación de identificación de 4168 especímenes mediante comparación de sus 
secuencias COI en la biblioteca de código de barras de ADN para los insectos fitófagos 
del cultivo de quinua realizada en R, reveló un excelente rendimiento con más del 99% 
en los tres métodos de identificación (Tabla 6), excepto para el enfoque de CB (criterio 
de BOLD) que en el umbral de 1.5%, solo tuvo un 98.92% de éxito de identificación.  
Si se compara los rendimientos de identificación correcta según los valores de umbrales 
en los cuales se haya realizado los análisis, ambos enfoques (BCM y CB) resultaron con 
incremento en los rendimientos en el valor de umbral óptimo de identificación de 0.014. 
Dicho umbral es particular y debe ser calculada específicamente para cada biblioteca 
de código de barras de ADN que se pretenda analizar.  
El enfoque de BCM no reportó identificaciones ambiguas para los valores de umbrales 
usados. El criterio de BOLD es más restrictivo que el método de Best close match, pues 
este último, solamente se observa en la coincidencia más cercana por debajo de un 
umbral definido, mientras que el criterio de BOLD asigna una coincidencia de acuerdo 
con todas las secuencias por debajo de ese umbral. Por lo tanto, cuando las secuencias 
de diferentes especies tienen valores de distancias que caen por debajo del umbral, el 
criterio de BOLD devuelve identificaciones ambiguas. Esta alta proporción de 
identificación ambigua podría deberse a la posibilidad de encontrar especies 
estrechamente relacionadas, en donde la divergencia interespecífica sea relativamente 
pequeña, con una mayor probabilidad de que las secuencias de dichas especies caigan 
por debajo del umbral, apareciendo identificaciones más ambiguas. 
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Las identificaciones mediante el uso de bibliotecas de códigos de barras de ADN están 
íntimamente relacionadas a que tan bien están definidas las especies que conforman 
dicha biblioteca. Basado en los resultados mostrados por este estudio, podría inferirse 
que la biblioteca está muy bien curada y que la inexistencia de un DNA barcode gap, no 
es muy influyente en las identificaciones de las especies presentes en ella, pues para 
más del 99% de los especímenes se logró encontrar el nombre del taxón al cual 
pertenecen.  
Los valores de umbrales para los cuales se muestran un gran éxito de identificación, 
son exclusivos para esta biblioteca, por lo tanto, no pueden ser aplicados a otras 
bibliotecas como base para las identificaciones de los especímenes que contengan. Los 
valores de umbrales de identificación que se obtienen en R, vienen por resultado de 
análisis estadísticos que arrojan solamente valores de umbrales óptimos para el cual se 
espera que se maximice las tasas de éxito en las identificaciones de especímenes, por 
lo que se ahorra el afán de buscar algún umbral óptimo de entre muchos valores 
posibles.  
En el presente estudio, el código de barras de ADN ha demostrado ser una excelente 
herramienta para las identificaciones rápidas de muchos grupos taxonómicos y su uso 
tiene gran implicancia en muchas áreas de investigación, particularmente en el campo 
de la agricultura, para una identificación de los insectos considerados como plagas. 
VII. CONCLUSIONES 
• El código de barras de ADN es una herramienta precisa y muy útil para la 
identificación rápida de insectos asociados al cultivo de quinua, pues para este 
estudio se obtuvo más del 99% en identificaciones correctas. 
• La biblioteca de código de barras de ADN elaborada en este estudio cubre un 
68% de las especies de insectos asociados a cultivos de quinua.  
• La base de datos que aquí se presenta constituye una biblioteca muy bien curada 
y por lo tanto puede ser implementada en las agencias de control de plagas para 
la identificación rápida de insectos de la quinua mediante la técnica del código 
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de barras de ADN. 
 
VIII. RECOMENDACIONES 
• Se recomienda ampliar la escala de colecta, para abarcar el 32% de insectos 
que aun no ha sido colectado. 
• Se recomienda determinar todos los insectos a nivel de especie, no solamente 
hasta morfoespecie. 
• Se recomienda revisar de modo exhaustivo los grupos de insectos que tengan 
discordancia entre BIN y la taxonomía tradicional. 
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X. ANEXOS 
 
ANEXO 1: PRINCIPALES INSECTOS FITOFAGOS ASOCIADOS AL CULTIVO DE 
Chenopodium quinoa EN PERU. 
      
      
 
 
 
  
Figura 1. Insectos fitofagos asociados al cultivo de quinua, parte I: 1, Agrotis 
experta; 2, Autoplusia egena; 3, Copitarsia corruda; 4, Copitarsia decolora; 5, 
Copitarsia naenoides; 6, Chloridea virescens; 7, Helicoverpa armígera; 8, 
Helicoverpa atacamae; 9, Helicoverpa zea; 10, Heterusia sinuosa; 11, 
Megalographa biloba; 12, Megalographa monoxyla. 
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ANEXO 1 (Continuación): PRINCIPALES INSECTOS FITOFAGOS ASOCIADOS AL 
CULTIVO DE Chenopodium quinoa EN PERU 
   
        
 
  
Figura 2. Insectos fitofagos asociados al cultivo de quinua, parte II: 13, Mythimna 
unipuncta; 14, Perodroma saucia; 15, Rachiplusia sp.; 16, Spodoptera eridania; 
17, Spodoptera frugiperda; 18, Eurysacca sp.; 19, Eurysacca melanocampta; 20, 
Eurysacca quinoae; 21, Astylus baeri; 22, Astylus subannulatus; 23, 
Centralaphthona sp.; 24, Chaetocnema sp. 
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ANEXO 1 (Continuacion): PRINCIPALES INSECTOS FITOFAGOS ASOCIADOS AL 
CULTIVO DE Chenopodium quinoa EN PERU 
   
        
 
  
Figura 3. Insectos fitófagos asociados al cultivo de quinua, parte III: 25, 
Diabrotica decempunctata; 26, Diabrotica speciosa; 27, Epicauta sp.; 28, Epitrix 
sp.; 29, Phyllotreta sp.; 30, Atractotomus sp.; 31, Proba californica; 32, Phytocoris 
sp.; 33, Nysius raphanus. 
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ANEXO 1 (Continuacion): PRINCIPALES INSECTOS FITOFAGOS ASOCIADOS AL 
CULTIVO DE Chenopodium quinoa EN PERU 
        
 
 
Figura 4. Insectos fitófagos asociados al cultivo de quinua, parte IV: 34, 
Liorhyssus hyalinus; 35, Bergallia sp.; 36, Icaia sp.; 37, Paratanus sp.; 38, Lipahis 
pseudobrassicae; 39, Therioaphis trifolii; 40, Myzus persicae; 41, Macrosiphum 
euphorbiae; 42, Liriomyza huidobrensis. 
